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論文内容の要旨
Metallothionein (MT) は， 1957年1) にウマの腎皮質から発見されて以来，数多くの研究がなされ，
すでにいろいろな観点から総説2) も書かれている。 MT は種々の動植物中より発見されているが，一
般に生体中に存在する量は極めて少なく，ある種の金属(Cd ， Zn, Cu , Hg など)によって生体内で誘
導生成される特異な蛋白質である。また MTの組成アミノ酸にはシステインが多く含有されており，
上記金属が多量に結合しているなど，生体における金属元素の研究という立場から興味ある生体成分
の l つである。
MT は，すでにそのアミノ酸構成など物理化学的な性質についてはほぼ解明されているが，その生
物学的な役割についてはまだ不明な点が多い。従来， MT は主として Cd との関連(Cd に対する毒性
防御)3)について研究されてきたが MT中には Cd 以外に必須金属である Zn. Cu が共存金属として存
在することから，これら必須金属の代謝とか生体内バランスの推持と MT との関連4)が注目されてい
る。最近では，その本来の生物学的な役割として，必須金属である Zn やCu の代謝を制御している 2-e)
とさえいわれている。いずれにしても MTは金属との係りにおいて生物学的な役割を演じているこ
とは確かで、ある。よって， MT と金属元素の結合について検討することにより， MTの生物学的な解
明を試みた。また， MT を誘導生成する Cd ， Hg ， Zn のMT 生成能力を検討するため， MT を生成させ
る金属量について，その闇値を算出した。
なお， MT 中の金属分析のための方法として，感度，定量性，再現性の良さに加え，非破壊分析お
よび多元素を同時に分析することができる，原子炉による熱中性子放射化分析法を使用した。
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第一章 中性子放射化分析法による微量元素の分析
本研究において使用した生体試料(ラット各臓器および肝臓MT) 中の金属分析法わよび各試料中
の微量元素分析結果について述べる。
第一節 原子炉による熱中性子放射化分析法の検討
第一項機器的非破壊法
高分解能を有する Ge(Li) 半導体検出器の出現により，中性子照射後いかなる化学分離も行うこと
なく微量元素の定量が可能となった。本研究においても主としてこの方法を使用した。
試料を数mg~数1白ng精秤し，清浄なポリエチレン製袋に 2 重に封入して，標準試料と共に，京大原
子炉の圧気輸送管No.1 (熱中性子束1. 9 X1013n. cm- 2・ sec- 1 ) にわいて60分間照射した。照射終了後，
4096チャンネル波高分析器を装備した Ge(Li) 検出器(FWHM =2. OkeV) を用いて， 3---5 時間後に
300秒測定し，“Mn，“Cu を， 2 ~ 3 日後に1000秒測定し2(Na ， 42K , 76 As , 82Br , 115Cd を定量した O
さらに20-30 日冷却後に 10000秒測定し，“Sc ， 51Cr , 59Fe , 60Co , 65Zn , 75Se , 86Rb を定量した。
第二項 APDC 抽出法を用いる化学分離法
生体試料中には多量の Na. P. Br が存在するため，非破壊法ではこれらの元素によって妨害され検
出されない元素がある。これらの 3 元素を除去する目的で中性子照射後の試料について APDC 抽出
法を使用し，ラット肝臓中の微量元素の分析を行い，非破壊法では検出できなかった Cd ， Cu , Mo を
定量した。
第三項標準試料としての SRM の使用
放射化分析法では，多元素を同時に定量するため，微量レベルの標準試料を多数調製する必要があ
る。そのための労力や誤差を除くため Morrison ら 5) は SRM(standard reference material) の使用
を推奨している。本研究においては，生体試料を対象としているので， NBS の bovine liver および
orchard leaves を標準試料として使用することを検討した。その結果， SRM を標準試料として用い
ることは可能であり，特に揮発性元素(ハロゲン元素， Hg) に対して有効で、あることがわかった。
第二節 ラット各臓器中の微量元素の分布
本論文においては，ラットを対象動物として使用した。まず，正常なラットの各臓器における微量
元素の分布を検討した。その結果を Table 1 に示す。
各臓器によって元素含有濃度は異なるが，皐丸に多くの元素が高濃度に存在した。しかし，臓器全
体の総合有量を比較すると，最も大きな臓器である肝臓にすべての元素が最も多く存在したO
第三節 ラット肝臓中の微量元素
第一項 正常およびカドミウム投与ラット肝臓中の微量元素
ラット肝臓中の，非破壊法では検出されない Table 1 以外の元素を定量するため，中性子放射化
後APDC 抽出法を用いる化学分離を行い， Cd , Cu , Mo を定量した o Table n にその結果を非破壊
法と比較して示した。
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Cd を投与することによってCd 以外に肝臓中の Zn と Cu の濃度が増加した。このことは， Cd によっ
て肝臓中に MT が生成したことを示唆している。
第二項 正常ラット肝臓細胞分画中の元素分布
各臓器中，最も高含量に各元素を含有する肝臓について， Duve ら 6) の方法により 5 つの細胞分画に
分け，各分画中の元素含量を求めた o Table 皿に結果を示す。
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この分画法によると， Mn 以外の元素はすべて可溶性画分に最も多く分布していることがわかった。
第四節 正常およびカドミウム投与ラット肝臓可溶性蛋白質中の微量元素
第一項 ラット肝臓可溶性蛋白質の分離およびその分子量
生体中の微量元素は，その大部分が蛋白質などの生体成分と結合して存在していると考えられるの
で，ラット肝臓可溶性画分中の金属元素の蛋白質との結合について検討するため，ゲルろ過法による
分画を行った。また，各画分中の蛋白質の分子量を電気泳
動法により求めた。
正常およびO.lmg の Cd を隔日に 6 回皮下投与したラット
の肝臓を摘出し，その 3 倍量の0.25M ショ糖溶液でホモジ
ナイズした後， 4 oC , 105 ,000 9 で60分間超遠心分離し，
上清(可溶性画分)を分取した。その可溶性画分を Seph­
adex G-75 カラム (3 X90cm) を用いてO.OlMTris-HCl 
li; 
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緩衝液(pH8.0) で溶出し，ゲルろ過を行った。 Fig.l に示
す 4 画分を分取し，各画分を限外ろ過(ミリポア PSACフィルター使用)により脱塩後，凍結乾燥し
可溶性蛋白質とした。 115Cd を投与した肝臓可溶性画分のゲルろ過クロマトグラフィーの結果，第百
画分にのみピークが認められたことから，この画分をMT 画分とした。
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各画分中の蛋白質の分子量を測定するために SDS ポリアクリルアミドディスクゲル電気泳動7) を
を行った。 Table 町にその結果を示す。第一画分は約4-8.5万 第H 画分は 2.7-3.9万，第皿画分
は1.ト 2.5万，第町画分は1. 5万が最も濃いバンドを示した。
第二項 可溶性蛋白質のゲルろ過における各画分中の微量元素濃度
正常ラットおよびCd投与ラット肝臓可溶性蛋白質について放射化分析を行った結果を Table V に
示す。
検出された 7 元素のうち， Fe , Mn , SeJ土高分子量蛋白質に， Cd , Cu , Zn の 3 元素は低分子量蛋
白質に多く結合していた。 Cd投与により，第百画分の金属結合が影響を受け，特にZn は第皿画分が
減少し，第百画分は正常時の結合量の約19倍に増加した。
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第五節 種々の金属を投与したラット肝臓Metalloth ione i n 画分中の結合金属元素
Cd投与により金属結合に最も大きな影響を受ける MT画分について， Cd 以外の金属を投与した時
の金属結合を検討するため，必須金属である Zn ， CU , Co および有害元素である Hg ， Se の各O.lmg を
単独に，また 2 元素同時に，隔日に 6 回皮下投与し，肝臓のMT画分を分取し，その金属含有量を求
めた。その結果を Table VI ，"Wに示す。
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これらの結果から，もしも MT が存在しているならば進入したCo と Se はそのMT に結合されるこ
と，さらに， Se の存在は， MTへのCd および、Cu の結合を減少させ，また， Cd-MT の生成をも減少
させることがわかった。
第二章 亜鉛の体内分布におよぼすカドミウムの影響
Cd投与によって大きな影響を受ける Zn の挙動について， 65Zn トレーサーを使用して検討した o
第一節亜鉛の投与量によるゲルろ過プロフィールの変化
少量 (0.2mg) の Zn を投与した場合，投与した Zn は高分子量蛋白質に結合し MT画分にはほとんど
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1 mgZn を投与すればMT画分に最大の結結合されないが，
合が認められた。
亜鉛のゲルろ過プロフィールにわよぼすカドミウ第二節
ムの影響
Fig.2 に示すように， O.2mg の Zn のみを投与した場合は
MT画分にほとんどピークが認められないが， Cd を投与す
ることによってMT画分にピークが出現し，第皿画分のピ
ークが減少した。一方，先にCd を投与し MT を生成させて
あとから Cd を投与した時よりもから Zn を投与した場合，
第皿画分は減少した。MT画分中の Zn量は多くなり，第 1 , 
生体内にMT が存在しておれば， 生体内にこのことから，
このZn のゲルろ過プロフィールの変化
から，高分子量蛋白質に結合していた Zn がCd によって生成されたMT に移行したと考えられるが，
第 1 ，第町画分の減少よりも MT画分の増加の方が大きいため，他の臓器からのZn の移動が考えられた。
そのMT に結合されやすいことがわかった口進入した Zn は，
第三節
“Zn トレーサーを投与し各臓器中に“Zn を分布させておき， 24時間後に Cd(O.lmg) を投与して， 1 , 
5, 24時間後の“Zn の体内分布(胸腺，肺，心，肝，腎，副腎，牌， R草，皐丸および血液)を測定した。
勝の各臓器については Cd によ
亜鉛の体内分布におよぼすカドミウムの影響
3, 
胸腺， 肺， 心，副腎， 牌，
る影響は認められなかった。また， Zn のみを投与したとき，
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投与後24時間と 48時間に台いて肝，腎，皐丸，血液に存在す
る“Zn量(投与量に対する割合)はほとんど差異が認められな
これら 4 臓器における 6SZn の分布割合したがって，かった。
生体内における Zn の移動によるものと考えられる。の変化は，
腎，皐丸，血液における“Zn 分布のFig.3 はCd投与後の肝，
経時変化を示している。
ある一定の割合で体内に分布した Zn は， Cd を投与するこ
とによって，血中濃度が上昇し，逆に腎臓における割合が低
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下した。また，血中に現われた Zn は肝臓に取込まれ，しだい
に血中濃度は低下した。 Cd投与後5時間でその影響はなくな
り，血中濃度は24時間後には通常の濃度に回復した。一方，
皐丸については， Cd投与後5時間までは影響ないが， 24時間
になると Zn濃度は低下した。
ニ』ベコ・-.
。-0: T_ー-
-唱: ... 咽.
。-0.: 11凶園町.
以上のことから， Cd を投与しない場合は肝臓に取込まれた Zn の 1.7% のみがMT に結合したにすぎ
この増加した Zn は，肝臓可溶性画分の高分子
腎臓中のZn も関与していることが判明したO
「D??つd
18.6% にも増加した。ないが， Cd を投与した場合は，
量蛋白質からの寄与の他に，
第三章 ラット肝臓中の Metallothionein 生成における誘導金属量
MT はある種の金属によって生体内で誘導生成される蛋白質であることはよく知られている。 MT
生成にある種の金属が必要であるという事実は， MTの誘導において誘導金属の量にある種の闇値が
存在することを示唆している。そこで， MT を誘導する Cd ， Hg , Zn，および誘導しない Seの 4 元素を
それぞれの元素のRI と共に種々の量をラットに投与し，肝臓中の可溶性蛋白質に結合している金属量
を radiotracer 法で求め，その結果から， Cd , Hg, Zn による MT生成における闇値を算出した。
第一節肝臓，可溶性画分および、Metallothionein 画分への投与金属の分布
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Table 咽は各金属を種々の量投与した時の肝臓およびその可溶性画分ならびにMT画分中の金属量
の投与量に対する割合同)と，各画分中の金属含有量の割合を示す。
肝臓に取込まれたHgは，可溶性画分に，さらにそのMT画分に蓄積したO 肝臓に取込まれたCdの約
70%は可溶性画分に分布し，そのほとんどのCd (80% 以上)はMT画分に分布した。投与量の 6- 9% 
の Zn が肝臓に取込まれ，その50~64% が可溶性画分に分布した。肝臓に取込まれた Seの約 2% がMT
画分に分布した。
第二節 可溶性蛋白質のゲルろ過における各画分中の金属含有量と投与金属量の関係
Fig. 4~7 の a) には， Hg , Cd , Zn , Se の種々の量を投与したときのゲルろ過プロフィールを各金属
含有量で示し， b) には，各分画中の金属含有量と投与量の関係を示した。
Zn は全画分に結合したが， Se は第 1 ，第皿画分と MT画分に， HgおよびCdは第 I 画分と MT画分
に結合した。 Cd以外は，投与量が少ない時はMτ画分よりも他の高分子量蛋白質画分への結合量が多
い。 Cdは投与量にかかわらずMT画分への結合量が多く， MT に対する結合の強さを表わしている。
また Hg， Zn は投与量が増加すると共にMT画分への結合量が増加したが， Seは常にその結合量は最も
少なかった。
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Metallothionein 生成における誘導金属量第三節
投与された各金属はすべて第 I 画分台よびMT画分に結合した。第 I 画分への結合は投与量の増加
と共にほぼ直線的に増加した。また，第I 画分中の蛋白質は投与した金属によって生成されないとい
その比が増大する点をMT生成点とう事実から，第 I 画分に対する MT画分中の金属含有比を求め，
した o Fig.8 に各金属を種々の量投与した時の第I 画分に対する MT画分中の金属含有比を示した。
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Fig.8 の曲線から求めた各金属のMT 生成の闇値(投与量)を， CdO.3 tJg, Hg40 縄， Znl00 店と推
定した。
上昇点は存在しなかった。またこれらの量を投与した時に肝臓Se はMT 生成能力を持たないため，
に蓄積された濃度で闇値を表わせば， Cd は0.264nmol ， Hg は1. 26nmol ， Zn は 15.1nmolゐ肝臓とな
これらの値は，体重約200g のラットを使用した時の結果であって，動物の種類やその体重が異った口
なれば当然これらの値も変化するものと考えられるがいずれにしても MT生成能力は各金属によって
さらに，肝臓における MT 生成は， MT をその順位はCd>Hg>Znの順であると推察できる。異なり，
誘導生成する能力を有する金属が肝臓中にある一定量蓄積された後に開始されるものと推定できる。
カドミウム投与量とラット肝臓Metalloth ionein 中の結合金属濃度
MT のアミノ酸組成はすでに解明されており，そのシステイン残基の数から 1 分子あたりに結合する
第四章
6-9 個といわれているどC) しかし，本研究における実験において， Cd投与
この点を明らかにするため， Cd投与量と
金属原子数は推定され，
MT 中のCd濃度が異なることを発見した。量の違いにより，
MT中の結合金属濃度について検討した。
一回投与時の変化第一節
ラットに， Cd を 0.1 ， 0.3 ， 0.6 ， 1. 2mg皮下投与し， 24時間後に放血死させ，常法により肝臓可溶性画
MT画分Sephadex G-75 によるゲルろ過を 2 回 (3 X90cm と 1.8 x95cm カラム)行い，
ハ『
d
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分を分取し，
を分取した。限外ろ過で脱塩後，凍結乾燥により得られたMT中の金属を放射化分析により定量した。
Table IX にその結果を示す。
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MT 中のCd濃度は，投与量と共にほぼ直線的に増加したが， Zn は O.lmgCd投与ではbasal MT と変
わらないが， 0.3mg Cd投与で急激な増加を示したことから， MT 中に Cd がある濃度になった後， Zn 
が結合されると考えられた。 Cu濃度はほとんど変化しなかった。全結合金属濃度は， Cd投与量と共に
増加した。一方， MT の turnover によって， Cd濃度は減少し， Zn , Cu濃度は増加した 2
第二節 多数回投与時の変化
O.lmg の Cd を 1 ， 3 ， 6 ， 12回連日皮下投与し，最終投与24
時間後に放血死させ，一回投与時と同様に処理した。その
結果を Table X に示す。
Cd投与量の増加と共にMT 中の金属濃度は，一回投与時
と同様に増加した o また，全投与量が同じ時は，その金属
濃度もほぼ等しかった。わずかな違いは，多数回投与時の
turnover によるものと思う。
第三節 カドミウム投与量と各結合金属含有比
Fig.9 に Cdの投与量と，そのMT 中のCd ， Zn , Cu含有比
を示す。
basal MT はZn濃度が高い (67%) けれど， Cd投与により
生成したMTの金属含有比はその投与量によって異なる。
O.lmgCd 投与により Cd 比の高い (75%) MT が生成するが
0.3mg 投与ではその比は減少し， 0.3mg 以上の投与で再び増
加した。 Znの含有比はCdの変化と逆の変化を示した。 Cd
/Zn比の変化はCd含有比の変化と同様になり，これはZn
濃度の変化に基づくものと考えられる。
また， turnover により Cdは減少し， Znが増加するため
CdlZn比は減少した。全結合金属濃度も減少した。
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第五章 in Vitro わよびin Vivo におけるラット肝臓Metallothionein とカドミウム
銅，亜鉛の結合
MT 中の金属量は，その誘導金属の投与量によって異なることが判明したので， in vitro でMT に金
属を反応させ，その金属結合能を検討した口また， in vivo でのMT と金属の結合についても検討した。
第一節 in Vitro における Metallothionein と金属元素との結合
ラットに Cd ， Cu, Znの各O.lmg を隔日に 6 回皮下投与し生成させた肝臓MT を分離精製した。各MT
を EDTA で処理し， MT 中の金属を除去したもの 1mg に対し，各2.5μmol の Cd ， Cu , Zn を反応させた。
各試料中の金属濃度を Table XI に示す。
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各MT ともその金属結合力はCu 孟Zn :>Cd の }I固となり，これは 2 価の遷移金属の錯塩形成における
安定度定数の順2-a) と一致している。最初のMT 中の金属量はその誘導金属によって異なっていたが
EDTA で処理したあと，過剰の金属と反応させることによってほぼ一定の結合数 (8- 9g 原子ImolMT) 
となった O これらの金属から MT 中のシステイン残基数を求めると各MT とも約20 となり，従来から
知られている結果2-(1')と一致した O このことから， MT の誘導金属が異なっていてもその 1 mol あたり
8-9g 原子の金属を結合し得ることが判明した。
一方， EDTA で処理しないCd-MT と各金属を反応させた結果，従来の報告且)と同様， Cd-MT 中
のCd と Zn は Cu によって置換され， Cd と Zn は相互に置換した。
第二節 in Vivo における Cd-Metallothionein と金属元素との結合
あらかじめ O.lmgCd を隔日に 6 回皮下投与し， Cd-MT を生成させておいて，その最終投与24 時間
後にCd， Cu , Zn の各10μmol を再投与したときのMTへの金属結合を検討したO その結果をTableXll
に示す。
in vivo においては， in vitroでのようなMT 中の金属置換という現象は見られず，金属を再投与す
ることにより， MT 中の全結合金属量は増加し，その増加分は再投与した金属の増加分に一致してい
たことから，進入した金属は，すでに存在している MT にトラップされるものと考えられる。このこ
-341ー
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とは， MTの生成は金属が細胞に到達してから約 2 時間後に急速に進む2-e) ということからも推察され
る。
総括
以上の実験結果から MT の生物学的な役割について考察すると， MT は lmol あたり 8~9g 原子の金
属を結合する能力を有しているが，生体内に存在するMT の金属結合量はすべてそれ以下である。す
なわち，さらに金属を結合する能力を有しており，そのようなMT が存在しているところにCuやZn
のような MT との結合力の強い金属が進入した時には，そのMT にトラップされ，その代謝に大きな
影響をおよぼす結果となる。また， MT の役割として最もよく知られているCdの毒性防御に関しでも
少量のCdで前処理することにより，生体内にさらに金属を結合する能力を有する Cd-MT が生成され
あらたに多量のCd が進入してきてもそのMT にトラップされ，その毒性を抑えるものと推定できる。
また， MT 本来の生物学的な役割としては， 1) 正常な生体中にはわずかしか存在しない。 2) 有害金
属のCdやHgのMT生成能力は，必須金属のZnやCuのMT生成能力よりも大きい。 3) 逆に， MT との
結合力はCu ， Zn の方が強い。などを考慮すれば，有害金属の毒性を防御することであり，その結果と
して， Zn Cu の必須金属の代謝に大きな影響をおよぼすものと結論できる。
結論
1 )ラット各臓器中，肝臓にすべての元素が最も多く存在し，さらにその細胞分画中，可溶性画分に
Mn 以外の元素が最も多く分布することがわかった。
2) ラット肝臓可溶性画分中， Fe , Mn, Se は高分子量蛋白質に， Cd， Cu ， Zn の 3 元素は低分子量蛋白
質に多く結合し Cd を投与することによって特にMT画分に結合する Zn量が著しく増加すること，お
よび、Co と Se はMT に結合されること，また Seの存在は， MTへのCd および、Cuの結合を減少させ，
Cd-MTの生成をも減少させることがわかった。
3) Cd投与により，肝臓MTへのZnの結合量は増加し，この増加した Zn は，可溶性画分中の高分子
量蛋白質からの移行の他に，腎臓からのZnの移行による結果であることがわかった。
つ』? ?? ?
4) Cd , Hg , Znのラット肝臓中における MT生成のための闇値として，体重約200g のラットにCd を
0.3μg ， Hg を 40μg ， Zn を 100μg投与した時，すなわち，肝臓中の濃度で Cd は 0.264nmol ， Hg は
1.26n mol , Zn は 15 .1 nmoll 9 肝臓という値を得た。また， MT生成能力は， Cd メHg>Zn の順で，
これらの金属がある一定の量蓄積されたのち， MT生成が開始されることがわかった。
5) MT 中の金属濃度(g 原子!mol MT) は投与した Cd量によってほぼ一定の値をとるが，投与量が増
加すると共に増加すること，およびその結合金属比が異去ることがわかった口また turn over の結
果Cd含有比が低下し， Zn含有比が増加し，全結合金属濃度は減少することもわかった。
6) MT はその誘導金属が異なっていても， 1 mol あたり 8~9g 原子の金属を結合し得ること，および
その結合力はCu 孟Zn >Cdの順であることがわかった。また， MT が存在しているところに進入し
た ZnやCuはそのMT にトラップされることがわかった。
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論文の審査結果の要旨
Metallothionein の生物学的役割について，中性子放射化分析による重金属分析を用いて検討し，
正常な生体中には本蛋白質はわずかしか存在しないこと，有害金属のカドミウムや水銀の Metalloth­
ionein 生成能は，生体に正常存在する亜鉛や銅よりも高いが，逆に結合能は銅や亜鉛の方が大きいこ
となどを明らかにした D このことから，有害金属の毒性を防御することがMeta lloth ione i n の役割で
あり，その結果として亜鉛や銅などの必須金属の代謝に大きな影響を及ぼすことになるものと結論し
た。これらの知見は生体微量金属の動態に関し，新しい知見を加えるとともに Metallothionein の存
在意義に関しでも示唆を与えるものであり薬学博士の学位を授与するに値いするものと判定した。
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